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@ Neu0D«rivatevonML-238B,Verfaliren»iBirarHonrteUi 
Anneimitlsiziiberattungen 

Verbindungan der Pbrmel (0 
(I.Formel) 

worin R eine Gruppe der Fbrmei 
(2. Fomiel) 

bedeutet, sowie die entsprechendOT durch Ringschiufi gebU- 
deten Lactone, die Seize (Insbesondere Alkalimetallsalze) 
und Ester (spezieU CrCrMlcytester) dieser Verbindungen 
kflnnen hergesteHt vrarden. indem die Substanzen ML»236B 
Oder ML-236B-Cart)onsaure Oder deren Satze Oder Ester 
einer enzymatischen Hydroxyllerung unterworfen werden, die 
mil Hflfe von Mikrooiganlsmen der Genera Mucor, Rhizopus. 
Zygorynchus. ardnolle', Adinomucor, Gongronella, Phyco- 
myces. Martiereit^^^Pycnoponis, Rhfzoctonia. Abakfia. Cun- 
nhghameSa. ^ym^halaatnim und Streptomyces Oder zell- 
freien enzynihaitigen Extrakten aus dtesen Mikroorganismen 
durchgefOhrt werden kann. Diese Verbindungen sind befatiigt 
die Btosynthese von Chotostefin zu inhibleren und eignen sich 
daher zur Behandkmg der Hypeicholesteramie. (31 22 499 t 
24.12.1981) 



dieae Derivate enthattende 
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Neue Derivate von ML-236B, Verfahren zu 
ihrer Herstellung und dlese Derivate enthal- 
tende Arzneimittelzubereltunoen 



PATENTANSPRtiCHE 
=============== 

^ Verbindungen der Ponnel (I) : 
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in der R fOr eine Gruppe der nachstehenden Pormeln 



steht 



Oder 





sowie die durch RingschluB gebildeten Lactone und Salze 
und Ester dieser Verbindungen. 



2. Verbindungen gemSi) Anspruch 1 der Pormel (li) 
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(ID 



worin ein Wasserstoffatom oder eine C^-Cg-Alkylgruppe 
beaeutet, sowie phannazeutlsch geeignete Salze der SSure, 
in der ein Wasserstoffatom bedeutet. 

3. Verbindungen nach Anspruch 2, worin r"" ein Wasser- 
stoffatom bedeutet. 

4. verbindungen nach Anspruch 2, worin R^ eine C^-Cg- 
Alkylgruppe bedeutet. 

5. Verbindungen nach Anspruch 2, worin r"" eine Methyl- 
gruppe bedeutet. 

6. verbindungen nach Anspruch 2 in Form der Alkalimetall 
salze. 
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7, Verbindxmgen nach Anspruch 6 in Form des Natrixim- 
salzes* 

8. Verbinduing nach Anspxnich 1 der Forinel (III) 




9, Verbindungen nach Anspruch 2 der in Formel (IV) ge- 
zeigten sterischen Konfiguration : 
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worin die in Anspruch 2 gegebene Definition hat, sowie 
aeren pharmazeutisch geeignete Salze. 

10. Verbindungen nach Anspruch 9, worin ein Wasser- 
stof f atom bedeutet. 

11. Verbindungen nach Anspruch 9, worin R^ eine C^-C^- 
Alkylgruppe bedeutet. 

12. Verbindungen nach Anspruch 9, worin R^ eine Methyl- 
gruppe bedeutet. 

13. Verbindungen nach Anspruch 9 in Form der Alkalimetall- 
salze. 

14. Verbindungen nach Anspruch 13 in Form des Natrium- 
salzes. 

15. Verbindung nach Anspruch 8 mit der in Formel (V) 
gezeigten sterischen Konf iguration : 



.idoos2/o8sa 
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(V) 



16. Verbindungen nach tospruch 2 «lt der in Pormel (vi, 
gezeigten sterischen Konfiguration : 




(VII 



worm r1 die in Anspruch 2 gegebene Definition hat, 
deren pharnazeutisch geeignete Salze. 



sowie 



17. Verbindungen nach Anspruch 16, worin 



worin R' ein Wasser- 
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stof f atom" bfedeutet . 

18. Verbindungen nach Anspruch 16, worin eine C^-Cg- 
Alkylgruppe bedeutet. 

19. Verbindungen nach Anspruch 16, worln elne Methyl- 
gruppe bedeutet. 

20. Verbindungen nach Anspruch 16 in Form der Alkalime- 
tallsalze. 

21. Verbindungen nach Anspruch 20 in Form des Natrium- 
sal zes. 

22. Verbindung nach Anspruch 8 mit der in Pormel (VII) 
gezeigten sterischen Konfiguration : 
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23. Verbindungen nach Anspruch 1 der Foznel (VIII } : 




(VIIIJ 



worin R ein Wasserstoffatom oder eine C^-C^-Alkylgruppe 
bedeutet, sovle pharmazeutisch geeignete Salze der SMure, 
in der ein Wasserstoffatom darstellt* 

24. Verbindungen nach Anspruch 23, worin R^ ein Wasser* 
Btoffatom bedeutet. 

25. Verbindungen nach Anspruch 23, worin R^ eine C^-C^- 
Alkylgruppe bedeutet. 

26. Verbindungen nach Anspruch 23, worin R^ eine Methyl- 
gruppe bedeutet. 
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27. Verbinduhgen -riadh Anspruch 23 in Form der Alkali- 
metallsalze. 

28. Verbindungen nach Anspruch 27 in Form des Natrium- 
salzes. 

29. Verbindung nach Anspruch 1 der Formel (IX) ; 




30. Verfahren zur Herstellurig einer Verbindung der 
Formel (I) : 
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steht, 

sowie die durch RingschluB gebildeten Lactone und Salze 
und Ester dieser Verbindungenr dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daB man als Substrat eine der Substanzen 
ML-236Br ML-236B-carbonsMure oder deren Salz Oder Ester 
enzymatisch hydroxyliert. 

31. Verfahren nach Anspruch 30, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daB man die enzymatische Hydroxy lierung 
mit Hilfe eines Mikroorganismus, der aus Mikroorganismen 
der Genera Mucor, Rhizopus, Zygorynchus, Circinella, Actino- 
mucor, Gongronella, Phycomyces, Martierella, Pycnoporus, 
Rhizoctonia, Absidia, Cunninghamella, Syncephalastruro iind 
Streptomyces ausgewShlt ist oder ait Hilfe eines zell- 
freien enzyinhaltigen Extrakts aus diesen Mikroorganismen 
durchfiihrt. 

32. Verfahren nach Anspruch 31, dadurch g e k e n n - 
zeichnet , daB man einen der f olgenden Mikroor- 
ganismen verwendet : 

Absidia coerulea 
Cunninghamella ecMnulata 
Syncephalastruro racemosum 
Streptomyces roseochromogenus 
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Hucor hiemaHs f. hiemalls 
Mucor bacinifonnfs 

Hucor circTnelloides f. circinellofdes 

Hucor hiemalis f> cortfcolus 

Mucor dimorphosporus 

Hucor fragilfs 

Hucor genevensis 

Hucor globosus 

Hucor clrcinenoides f. griseo-cyanus 
Hucor heterosporus . . 

Hucor spinescens 
Rhi2opus chinensis 
Rhizopus circinans 
Rhizopus arrhizus 
Zygorynchus moellerl 
ClrcineTIa rouscae 
Circinella rigida 
Circinella unibenata 
Actinomucor elegans 
Phycomyces blakesleeanus 
Hartierella isabelllna 
GongroneTla bull en' 
Pycnoporus cocci neus 
Rhizoctonia solani 
Syncephal astruro nigricans 
. Absidia glauca var. paradoxa 
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33. .Verfahren nach,Anspruch 32,..dadurch g e k e n n 
2 e 1 c h n e t , daB man einen der folgenden Mikro- 
organismen verwendet : 

Absfdia coerulea IFO-4423 
Cunninghamella echinulata IFO-4445 
CunninghaBiella echinuTata IFO-4444 
Cunninqhainena echinulata ATCC-9244 
.Syncephalastrum racemosum IFO-4814 
Syncephalastrum racemosuni 1F0-48Z8 
Streptwtyces roseochromoo enus NRRL.1233 
Streptontvces roseochromoQenus IFO-3363 
Streptoroyces roseochromoqenus lFO-3411 
Hucor hienalis IFO-5834 
Mucor hfanaHs f . hiemalis IFO-5303 
Mucor hjewaTTs f . hiewalls IFO-8567 
Hucgr hi'emalls f. hiewalis IFO-8449 
Hucor hlanalls f. tiiemalis IFO-8448 
Hucor hiemalfs hlemalfs ' IF0-856S 
.Hucor hjanaHs f. hfenialis CBS-117.08 
Mucor hjeniaTIs f. hiemalfs CBS-109.19 
MiHllJlianalis fj^ hietn^ CBS-200.28 
Mucor hianaTIs hian^ CBS-242.35 
Mucor hiemalis fj^j^^ CBS-110.i9 



Mucor hleroalis hiemalis . CBS-Ml . 65 . 

Hucor bacfnifonnis HRRL-2346 

Mucor cfrcinenoides circinenoides IFO-4554 

Hucor circinenoides circinelloides IF0-577S 

Mucor hiemalis f, corticolus NRRL-12473 

Hucor dimorphosporus IFO-4556 

Hucor fragilis CBS-Z36^35 

Hucor genevensis IFO-4585 

Mucor globosus NRRL-12474 

Mucor circinelloides f. griseo-cyanus IFO-4563 

Hucor heterosporus NRRL-31S4 

Mucor spinescens IAH-6071 

Rhizopus chinensis IFO-4772 

Rhizopus circinans ATCC-1225 

Rhizopus arrhlzus ATCC-11145 

Zygorynchus moeneri IFO-4833 

Circinella wuscae IFO-4457 

Circinella rigida NRRL-2341 

Circinella umbellata NRRL-1713 

Circinella unibenata IFO-4452 

Circinella umbellata IFO-5842 

Phycomyces blakesleeanus MRRL-12475 
Hartierella isabellina IFO-6739 
Gongronella butleri IFO-8080 
Pycnoporus coccineus ' ^^RRL-12476 
Rhizoctonia solani NRRL-12477 
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Syncephalastrum nigricans NRRL-12478 
Syncephalastrum nigricans NRRL-12479 
Syncephalastrum nigricans NRRL-12480 
Absidia glauca var. paradoxa IFO-4431 
Actinomucor elegans ATCC-6476 

34. Verfahren nach Anspruch 33 # dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daB man aus dem Reaktionsgemisch eine 
Verbindung aus der Gruppe M-4, M-4', IsoM-4, IsoM-4', 
ein Salz, einen Ester Oder ein Lacton von M-4, M-4', 
IsoM-4 Oder IsoM-4' oder ein Gemisch solcher Verbindun- 
gen abtrennt. 

35. Verfahren nach Anspruch 34, dadurch g e k e n n - 
zeichnet^dafl der Ester ein C^-C^-Alkylester ist. 

36. Verfahren nach Anspruch 34, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daB der Ester ein Methylester ist. 

37. Verfahren nach Anspruch 34, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daB das Salz ein Alkalimetallsalz ist. 

38. Verfahren nach Anspruch 34, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daB das Salz ein Natriumsalz ist. 
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39. Verfahren nach Anspruch 31, dadurch 



g e k e n n- 



2 e i c h n e t , daB ein Mikroorganismus aus der nach- 
stehenden Gruppe von Mikroorganismen verwendet wird: 

Absi'dfa coerulea 
Cunm'nghameTla echfnulata 
Syncephalastrum racemosum 
Mgcor hieinab's hiemaTis 
Hucor bacmfformts 

jtor ctrcinellofdes cfrcinelloldes 

Hucor hf emails f. corticolus 

Hucor dftnorphosporus 

Hucor fragflfs 

Hucor genevensis 

Hucor globosus 



Hucor splnescens 
Pycnoporus coccineus 
Rhfzoctonia solanf 
Syncephalastrmn nigricans 

40. Verfahren nach Anspruch 31, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daB ein Mikroorganismus aus der folgenden 
Gruppe verwendet wird: 
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Absfdia coerulea IFO-4423 

Cunnlnghamena echlnulata IFO-4445 

CunninghameTTa e chinulata IFO-4444 

Cunnlnqhamella echinulata ATCC-9244 

Syncephalastrum racemosum IFO-4814 

Syncephalastrum racemosum IFO-4828 

jjucor hlernalfs f. hiemaHs IFO-5834 

Mucor hi'emalfs f. hi emails IF0-S303 

Mtjcor hienjalis f. hlemab's IFO-8567 

Mucor Mem^ hiemalis IFO-8449 

Mucor hiemalls f, hiemalis IFO-8448 

Mucor hlemab's f, hf emails IFO-8565 

jjucor hiemalls f, hiemalfs CBS-117.08 

jjucor hiemalls f, hiemalls CBS-109.19 

jjucor jiiemal^ CBS-200.28 

jjucor jnem^ CB'S-242.35 

jjucor jiienal^ CBS.110.19 

Hiucor hiemalls f ■ jnemaljf CBS-201.65 

Mucor baciniformis NRRL-2346 

Mucor clrclnelloldes f, clrclnelloldes IFO-4554 

jjucor clrclnelloldes f, clrclnelloldes IFO-5775 

jlucorjiien^ NRRL-12473 

Mucor dimorphosporus IFO-4556 

jjucor . fragll Is CBS-236.35 

jjucor genevensis IFO-4585 
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Hucor globosus NRRL-12474 

Hucor clrcTf^^ IF0^563 

Mucor heterosporus NRRL-3154 

Hucor spfnescens IAM-6071 

Pycnoporus coccfneus MRRL-12476 

Rhizoctonia solanf MRRL-12477 

Syncephalastrum nigricans NRRL-12478 
Syncephalastrmn nigricans NRRL-12479 and 
Syncephalastrum nigricans NRRL-12480. 

41. Verfahren nach Anspruch 31, dadurch g e k e n n - 
zeichnet.daBiaan einen Mikroorganismus aus der 
nachstehenden Gruppe von Mikroorganismen verwendet: 

Mucor falemalls f, hleroalls 

Hucor clrclnelloldes f, clrcfnelloldes 

Mucor fragllls 

Mucor genevensis 

^"co*^ cfrcinenoides griseo-cyanus 
Pycnoporus cocci neus and 
Rhizoctonia so1ani> 

42. Verfahren nach Anspruch 31, dadurch g e k e n n • 
2 e i c h n e t , daB man einen Mikroorganismus aus der 
Gruppe Syncephalastrum nigricaijs 
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und 



Syncephalastrun 



der Formel (vi) 



racemosum verwendet und Verbindunger 




(VI) 



worm Rl ein Wasserstoffato» oder eine -c^-Mkylgruppe 
bedeut.t, phar»aeeutisch geelgnete Sal.e der siure, worln 



ein 



Wasserstoffatom darstellt oder 



Pormel (vii) 



eine Verbindung der 




mi] 



her stent. 
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43. Verfahren nach Anspruch 42, dadurch g e k e n n - 
z e i c h n e .t / dafi. ein Wasserstoffatom bedeutet. 

44. Verfahren nach Anspruch 42, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daB eine C^-Cg-Alkylgruppe bedeutet. 

45. Verfahren nach Anspruch 42, dadurch g e k e n n - 
zelchnetji daS R^ eine Methylgmippe bedeutet. 

46. Verfahren nach Ansprucli 42, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, da£ das Salz ein Alkalimetallsalz ist. 

47. Verfahren nach Anspruch 46, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, dafi das Salz ein Natriumsalz ist. 

48. Verfahren nach Anspruch 31, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, dafi ein Hikfoorganisimis aus der Gruppe 
Absidia coerulea utid Cunninghanella echinulata verwendet 
wird und eine Verbindung aus der Gruppe der Verbindungen 
der Formel (VIII) 
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(VIA) 



worin ein Was sers toff atom Oder eine C^-C^-Alkylgmppe be- 

deutet, pharmazeutlsch geelgnete Salze der ScLure, In der 

ein Was serstoff atom bedeutet, tind Verbindungen der Formel (IX) 

0. ^ M 





(IXI 



hergestellt wird. 
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49. Verfahren nach Anspruch 48/ dadurch g e k e n n - 

1 

zeichnet, dafi R ein Was serstoff atom bedeutet. 

50. Verfahren nach Anspruch 48, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daB eine C^-Cg-Alkylgruppe bedeutet. 

51. Verfahren nach Anspruch 48, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daB R^ eine Methylgruppe bedeutet. 

52. Verfahren nach Anspanich 48, dadurch g e k e n n - 
zelchnet , daB das Salz ein Alkalimetallsalz ist. 

53. Verfahren nach Anspruch 52, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daB das Salz ein Natriumsalz ist. 

54. Arzneimittel mit Wirksamkeit zur Inhibierung der 
Biosynthese von Cholesterin, enthaltend einen Wirkstoff 
sowie gegebenenfalls Qbliche ArzneijtiittelzusM.tze bzv. 
TrSgersubstanzen , dadurch gekennzeichnet, 
daB es als Wirkstoff eine Verbindurig gemSB einem der 
Ansprtiche 1 bis 29 enthSlt. 
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BESCHREIBUNG; 

Die Erfindung betrifft eine Reihe neuer Derlvate der 
an sich bekannten Verbindxihg ML-236B, Verfahren zu ihrer 
Herstellung und phannazeutische Zubereitungen, welche 
diese Verbindungen als Wirkstoffe enthalten. 

Die Verbindung ML-236B, welche die nachgestiehende chemische 
Strukturfprmel besitzt: 

0 



0 




ist in der US-PS 3 983 140 beschrieben, Sie wurde aus den 
Stoffwechselprodukten von Mikroorganismen des Genus 
Penicilli\m, insbesondere Penicillium citrinum, einer 
Blauschimmel-Spezies, isoliert und in gereinigter Form 
erhalten- Bs hat sich gezeigt, daB diese Verbindung die 
Biosynthese von Cholesterin durch Enzyme Oder Zellkultniren, 
die von Versuchstieren abgetxennt wurden, inhibiert, indein 
sie mit dem geschwindigkeitsbegrenzenden, -bei der. Bipsynthe 
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des Cholesteyins aktiven Enzym, nSmlich 3-Hydroxy-3-inethyl- 
glutaryl-Coenzym A-Reduktase konkurriert und infolgedessen 
den Serum-Cholesterinspiegel von Tieren drastisch vermin-? 
dert (Journal of Antibiotics, 29, 1346 (1976)). Eine An- 
zahl von Verbindungen mit strukturellem Zusammenhang mit 
ML-236B warden ebenfalls aufgefunden und haben sich als 
bef Shigt zur Inhibierung der Biosynthese des Cholesterins 
erwiesen. 

Erf indungsgemSB wird nun eine Reihe von neuen Verbindungen 
zur VerfUgung gestellt, die durch enzymatische Hydroxylie- 
rung von ML-236B oder des sen Derivaten hergestellt werden 
konnen, urid die eine FShigkeit zur Inhibierung der Biosyn- 
these von Cholesterin besitzen, die mindestens mit der von 
ML-236B selbst vergleichbar ist und diese in einigen Fallen 
wesentlich iiberschreitet. 

Gegenstand der Erf indung sind somit Hydroxycarbonsauren der 
Formel (I) 




R 

worin R eine Gruppe der Formel 
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Oder 



bedeutet, 

sowie unter RlngschluU geblldete Lactone und Salze und 
Ester dieser Verbindungen . 

Gegenstand der Erf indung Ist auBerdem eln Verfahren zur 
Herstelluiig von Verbindungen der Fonnel (I) , deren 
durch RingschluB geblldete Lactone, sowie deren Salze 
Oder Ester, das dadurch gekennzeichnet ist, dafl man 
ML-236B Oder ML-236B-carbonsaure oder deren Salze Oder 
Ester der enzymatischen Hydroxylierurig unterwirft. 

ML-236B-carbon8aure entspricht folgender Formel 
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Gegenstand der Erfindung sind darOber hinaus Arzneimittel, 
die sich zur Behandliing der Hypercholesteraemie eignen, 
die dadurch gekennzeichnet sind/ daB sie als Wirkstoff eine 
Oder mehr Verbindungen der vorstehend definierten Formel I 
Oder die entsprechenden durch RingschluB gebildeten Lactone, 
Salze Oder Ester, soweit diese Derivate pharmazeutisch ver- 
trfiglich sind, enthalten. 

Die Erf indung wird nachstehend ausftihrlicher erlSutert. • 

Eine Klasse der erfindungsgemaBen Verbindungen sind Ver- 
bindungen der Forxnel (II) 
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worin r"" ein Wasserstoffatom Oder eine C^-Cg-Alkylgruppe be- 
deutet, ^ 
pharmazeutisch geeignete Salze der SSure, falls R ein Wasser- 
stoffatom darstellt und das entsprecdiende Lacton der Fonnel (III) 



OH 





(IIIl 
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Im Hinblick auf die Anzahl von aeynmetrischen Kohlen- 
stof f atomen in diesen Verbindungen sind zahlreiche 
geometrische Isomere mttglich. Dnter diesen sind fol- j 
gende Isomere am wichtigsten: 

Verbindungen der Formel {IV) : ' • 




und pharmazeutisch geeignete Salze der Saure, wenn 

ein Wasserstoffatom bedeutet»und das entsprechende 
Lacton der Formel (V) 
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sowie Verbindungen der Formel (VI) 




in der die vorstehend gegebene Definition hat, sowie 
pharmazeutisch geeignete Salze* der SSure, wenn R ein 
Wasserstoffatom bedeutet, und das entsprecbende Lacton 
der Formel (VII) 




(VII) 
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Die HydroxycarbonsSure der Fonnel (IV),, in der ein 
Wassttstoffaton bedeutet, wird in dieser Beschreibung 
uhd den Patentansprflchen auch abgeklirzt als M-4 bezeich- 
net und Derivate dieser SSure, insbesondere ihre salze 
und Ester ,verden als Derivate von M-4 bezeichnet, wMhrend 
das entsprechende Lacton der Ponael (v) als M-4-Lacton 
bezeicdmet wird. 

In entsprechender Weise wird die Hydroxycarbonslure der 
Ponnel (VI), in der ein Wasserstoffatom bedeutet, als 
M-4' benannt mid Derivate dieser SSure werden als Derivate 
von M-4' bezeichnet, wShrend das entsprechende Lacton der 
Formel (VII) als M-4-Lacton bezeichnet wird. 

Eine weitere bevorzugte Klasse von Verbindungen gemSB 
der Erfindung sind Verbindungen der Ponnel (VIII) 




(VIII) 



worin R die vorstehend gegebene Definition hat, sowie 
pharmazeutisch geeignete Salze der saure, in der ein 
Wasserstoffatom bedeutet und das entsprechende Lacton 
der Fonnel (IX) ' 
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DarOber hinaus ist eine Vielfalt von geometrischen Is 
meren dieser Verblndungen mOglich, deren wichtigste i 
stehend angegeben slnd: 

Verblndungen der Foxmel (X) : 




(XI 
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worin R^'dle^ vorstehena^ge^ebene Definition hat, 
und pharmazeutisch geeignete Salze der Saure, in 
derR^ ein Wasserstof fatom darstellt imd das ent- 
sprechende Lacton der Pornel (XI) 




{XI ) 



und Verbindungen der Pormel (XII) 

HO. 

0 




(XII) 



in der R^* die vorstehend gegebene Definition hat, 
und pharmazeutisch geeignete Salze der SSure, in der 
R^ ein Wasserstof fatom bedeutet/ sowie das entspre- 
chende Lacton der Formel (XIII) : 
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rxiii) 



Die SMure der Fozmel (X) wird din dleser Beschrelbung und 
den Patentanspriichen kurz als l80H-4 bezeichnet, und Ihre 
Derivate, wie Salze und Ester, warden als Derlvate von 
IsoH-4 bezelchnet, wMhrend das entsprechende Lacton der 
Pormel (XI) als IsoM-4-Lacton benannt wird. 
Die saure der Formal (XII) , wprin ein Wasserstof f atom 
bedeutet, wird kurz als IsoM-4* und ihre Derlvate warden 
als Derlvate von lsoM-4* bezeichnet, wShrend dats tatspre-^ 
chende Lacton der Pormel (XIII) als I soM-4 ■ -Lacton abge- 
kiirzt wird. 

Dnter den Estem der HydroxycarbonsSuren der Pbanael (I) 
werden die (C^-C2)-Alkylester bevorzugt. Diese Alkyl- 
gruppen kSnnen geradekettige oder verzweigte Gruppen sein 
und umfassen beispielsweise Methyl-, Xthyl-, Propyl-, Iso- 
propyl-. Butyl- und Isobutylgruppen, wobel die Methylgrup- 
pe speziell bevorzugt wird. 

Die Hydroxycarbons^uren bilden auch Salze mit zahlreichen 
Kationen, insbesondeire Metallen xxrid bevorzugt Alkalimetal- 
len, wie Natriim Oder Kalium. Die Natriumsalze werden am 
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stSrksten bevorzugt. 

Unter den erf indungsgemSBen Verbindungen sind die am 
starksten bevorzugten Verbindungen M-4-Lacton, Il-4-Na- 
triumsalzr iK-4-Methylester,IscM-4'-IactX2n, IsoM-4 '-Natri- 
umsalz und IsoM-4 '-Methylester, wouei M-4-Natriumsalz 
besonders, bevorzugt wlrd. 

Die erf indungsgemSBen Verbindungen k5nnen durch enzyma- 
tische Hydroxylierung von ML-236B oder dessen Derivaten, 
speziell von ML-236B-carbonsaure oder einem Salz oder 
Ester von ML-236B-Carbonsaure hergestellt werden. 

Diese enzynatische Hydroxylierung kann als Teil des 
MetabolismuB von ML-236B oder eines Derivats davon in 
saugetieren durchgefiihrt werden, beispielsweise durch 
Verabreichung von ML-236B an ein geeignetes Tier, Ge- 
winnen des Stof f wechselproduKts , beispielsweise Urin, 
urid anschlieBende Abtrennung der gewOnschten Verbindung 
bzw. Verbindungen gem^B der Erfindung aus dem Urin. 
GemSB einer Alternativmethode kann anstelle des leben- 
den Tiers die Leber oder ein enzyinhaltiger Extrakt aus 
der Leber verwendet werden. 

Verf ahren .uriter Anwendung des tierischen Metabolismus 
Oder tierieoher Produkte besitzen jedoch relativ nie- 
dere Produktionsleisturig und sind schwierig in reprodu- 
zierbarer Weise durchzufiihren. Es wird daher bevorzugt, 
Mikroorganismen oder enzymhaltige Extrakte aus Mikro- . 
organismen einzusetzen* 

Das erf indurigsgemafle Verfahren wird deinnach vorzugsweise 
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unter Verwendung eines Mikroorganisnus durchgeftihrt, 
der befMhigt ist, ML-236B Oder dessen Derlvate in eine 
erf indungsgeinSfie Verbindung iiberzuf Uhren Oder unter Ver- 
wendung eines enzymhaltigen Extrakts aus einein solchen 
Mikroorganismus. Besonders bevorzugte Mikroorganismen 
sind MikroorgcLnismen der folgenden Genera: Mucor, Rhizopus, 
Zygorynchus, Circinella,* Actinomucor, Gongronella, Phyco<- 
inyces, Martierelldr Pycnoporus, Rhizoctonia, Absidla, 
Cunninghamella/ Syncephalastruni urid Streptomyces . Spezlell 
die nachstehendes Spezies werden bevorzugt: 

Absidia coerulea 
Cunninghamella echinulata 
Syncephalostrum racemosum 
Streptomyces roseochromogenus 
Mucor hiemalis f. hiemalis 
Mucor bacilliformls 

Mucor circinelloldes f> clrclnelloldes 
Mucor hiemalis f, cortlcolus 
Mucor dlmorphosporus 
Mucor fraglHs 
Mucor genevensis 
Mucor globosus 

W"cor circlnenoldes griseo-cyanus 
Mucor heterosporus 
Mucor splnescens 
Rhizopus chlnensis 
Rhizopus circlnans 
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■^orynchus moenerf 
Cfrcinella muscae 

Cfrcfnella rfytwa ' 

CfrcfnelTa umSeHata ; 

Actinomucor elegans j 

^*?5!llenslla tsabell^ 
i2!!ar2i!SllB butleri 
Pycnoporus cocci neus 
Rhfzoctonia soTanf 

i^ilSiHvar.^Earadwa 

nachstehenden besonders bevorzugt : 

jbsTdfa coenilea IFO-4423 

Cwninghamgna echinulata lFO-4445 

CunntngharoTIa echfnulata IFO-4444 

Cunninghangllii ^rM,^ ATCC-9244 
_SyncephaTastr.im^^^^^^ IF0.4814 
iyncephaltttria racenio^ IF0.4828 
i^l^Etegs .ro£eochroinoopn.;c NRRL-1233 
^^llfEfagyggs ro seochromoqenus ifo-3363 
^^J:?EiffiJ2HlHS2£!^^^ IF0-34H 
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Mucor hfejnalfs f^M^^ IFO-5834 

MucorhianaTis IFO-5303 

Mucorhienialis IFO-8567 

MucorhianaTis fj^h^^ IFO-8449 



HH£eri!lanaiU f^h^^ IF0-M48 
MucorhianaTis f^h^^ IFO-8565 
Mucor hiemaTis CBS-U7.08 
.MucorhianaTis ^ CBS.109.19 
^MenaHs f. hianalis CBS-200.28 
Mucor hiemaTis f^jr^^ CBS-242.35 
MucorhianaTis f^J^^ CBS-lie.W 
MucorhianaTis f. CBS-201.65 
Mucor baciTTiformis HRRL-2346 
JtecislisTToide^ 

MHEorcirrinell^ IF0.5775 
Mucor hienaTisf^ NRRL-12473 
Mucor dimorphosp oms IFO-4556 
Mucor fragfHs CBS-236.35 
Mucor genevensis IFO-4585 
Mucor jTobosus NRRL 12474 




Mucor heterosp orus NRRL-3154 
Mucor spinescens IAM-6071 
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Rhizopus cMrrensfs tFD«-4772 ' ^"^ - \ : - 
Rhizopus circ<nans ATCC-1225 
Rhizopus arrhizus ATCC-11145 

Zygorynchus moeneri lFO-4833 ; 

Circinella muscae IF0-44S7 

Cfrclnella rigfda NRRL-2341 

CIrclnelTa umbel lata NRRL-1713 

ClrcfneTla unfcellata IFO-4452 

Circinella umbellata IFO-5842 

Phycomyces blakesleeanus NRRL-12475 

Hartterella isabellina IFO-6739 

Gongronella butleri IFO-8080 
Pycnoporits coccfneus NRRL-12476 
Rhizoctonia solani MRRL-12477 
Syncephalastrum nigricans NRRL-12478 
Syncephalastrum nigricans rJRRL-12479 
Syncephalastrum nigricans NRRL.12480 
*fasidia 9la<uca var. paradoxa IFO-4431 
Acti nomucor elegans ATCC-6476 
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Die vorstehend aufgez^lten Mikroorganismeh sind von 
den internationalen Hinterlegungsstellen; deren Abkiirzun- 
gen zusainmen mit den Hinterlegungshunonern angegeben sind, 
erh^ltlich. Dabei hcJ^en die genaumten Abktirzungen (Codes) 
die nachstehende Bedeutung : 

IFO = Institute for Fermentation, Osaka, Japan 
NRKL = Agricultural Research Culture Collection, Illinois, USA 
CBS - Centraal Bureau voor Schisimelcultures, Netherlands 
lAM = Institute of Applied Microbiology, Tokyo, Japan 
ATCC = American Type Culture Collection, Maryland, DSA 

Unter den vorstehend angegebenen Spezies werden die folgenden 
besonders bevorzugt : 

Absldia coerulea 
Cunninghamella echinul ata 
Syncephalastrum racemosum 
Mucor hlemalis f , hiemalis 
Mucor baciniformis 
Mucor circlnenoldes f » circlnenoldes 
Mucor hiemalis cortico l us 
Mucor dimorphosporus 
Mucor fragilis 
Mucor genevensis 
Mucor gl obosus 

Mucor circineHoides f . griseo-cyanus 
Mucor heterosporus 
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Hucor spltiescens 

Pycnoporus cocci neus 
Rhizoctonia solani 
Svncephalastrum nigricans 

vobei die . nachstehenden besonders bevorzugte Stamme dieser 
Spezies darstellen : 

Absidia coerulea IFO-4423 

Cunnlnghamena echlnulata IFO-4445 

Cflnninghamena echinulata IFO-4444 

Cunnlnghamena echinulata ATCC-9244 

SyncephaTastruffi racemosum IFO-4814 

Syncephal astrum racemosum IFO-4828 

Mucor hi emails MemaHs lFO-5834 

Mucor hiemalis f. hiemalis IF0-5303 



Hucor hi emails f> hi emails IFO-8567 

Mucor hiemalis f. hiemalis IFO-8449 

Mucor hiemalis hiemalis IFO-8448 

Hucor hiemalis f. hiemalis IFO-8565 

Mucor hiemalis f, hiemalis CBS-117.08 

Hucor hiemalis f> hiemalis CBS-109.19 

Mucor hiemalis f> hiemalis CBS-200.28 

Hucor hiemalis f. hiemalis CBS-242.35 

Hucor hiemalis f, hiemalis CBS-110.19 

Mucor hiemalis f, hiemalis CBS-20'1.65 

Mucor bacilllfonnis NRRL-2346 

Hucor circlnelloides f, clrcinelloides IFO-4554 



jjucor circinenoides f, circinenoides IF0«5775 

^^"^0^ hi emails corticojus fJRRL-12473 

Mucor dimorphosporus IFO-4556 

Mucor fragllis CBS-236.35 

Hucor genevensis IFO-4585 

Mucor globosus NRRL 12474 
. Mucor circfnenoldes orfsgn^g^ IF0-4S63 
Mucor heterosporus NRRL-3154 
Mucor sginescens IAM-6071 
Pycnoporus cocci neus NRRL-12476 • 
Rhizoctonfa sol am' NRRL-12477 
Syncephal astrum njgHrAi»e hrrl-12478 
Syncephalastrum nigricans NRRL.12479 
Syncephal astrum nlgriranc nrrl-12480 

Zur Herstellung von Verbindungen der Formeln (IV) und (V) 
und ihrer Salze werden die nachstehenden Spezies bevorzugt : 

Mucor hi emalls f. hleinalls 

Hucor clrclnelloldes f, clrclnelTofdes 

MHcot fragllls ' ■ 

Wucor genevensls 

Mucor clrclnelloldes f, grlseo-cyanus 
Pycnoporus cocci neus 
Rhizoctonia solanl. 
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Zur Herstellung von Verbindungen der Formeln (VI) und (Vlllj') 
• und xhrer Salze werden die, Spezies ..Syncephalastrum nigrican's 
und Syncephalastrum. racemosum besonders bevorzugt. 

Zur Herstellung von Verbindungen der Pormeln (VIII) und (I3() 
und ihrer Salze werden die Spezies Absidia coerulea und 
Cunninghamella echlnulata bevorzugt. 

Unter alien vorstehend aufgeftihrten Spezies wird Mucor 
hiemalis. f . hiemalis besonders bevorzugt,. da dieser Mikro- 
organismus befShigt ist, m-236B und seine Derivate in 
einer Onwandlungsrate von 90 % oder sogar inehr in die 
gewiinschten Verbindungen der Pormel (I) iiberzuffShren. 

Die Umwandlung von ML-236B oder dessen Derivaten in Ver- 
bindungen der Pormel (I) kann erreicht werden, indem ML-236B 
Oder ein Derivat dieser Verbindung mit den in Form von voll- 
sttodigen Zellen vorliegenden Mikroorganismen oder in i 
mancheh Pfillen einem zellfreien Extrakt aus dem Mikroorganls- 
mus in Kontakt gehalten wird. Die Form der gebildeten Ver- 
bindung hangt von den Kulturbedingungen und der Form des 
verwendeten Mikroorganismus ab. Wenn beispielsweise die 
vollstandigen Mikroorganismenzellen in Gegenwart von ML-236B 
Oder dessen Derivaten geziichtet werden, wird in Abhangig- 
keit von den Kulturbedingungen, insbesondere dem pH-Wert, 
als Produkt die Carbonsaure, das Lacton oder das Alkali- 
metallsalz gebildet. Wenn andererseits ML-236B oder ein. 
Derivat davon einfach mit einem verbliebenen Zellsystem' 
Oder mit einem zellfreien Extrakt in Beriihrung gehalten 
wird, so wird die erfindungsgemSBe Verbindung in Form einep 
Alkallmetallsalzes erhalten. 

Das Fortschreiten der Umwandlung sreakt ion kann bestimmt I 
werden, indem wShrend des Verlauf s der Reaktion Proben ^ 
aus dem Reaktionsgemisch entnommen werden, urn den Dmwand- * 
lungsgrad zu bestimmen. So kann beispielsweise das Vorlie^n 

i 
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von M-4-Lacton durch Fiassigphasenchromatographie nachge- 
wiesen werden, wobei als TrMger Micro Bonda Pac C^g (her- 
gestellt von Maters Co. , DSA) und als LBsungsmittel 62 %iges 
(Volumen/Volunen) wSssriges Methanol in einer Rate von 1 ml/ 
min angewendet wird.Bein Nachweis unter Ausnutzung seiner 
Oltraviolettabsorption bei 237 nn ergibt il-4 einen Peak bei 
einer Retentionszeit von 10 Minuten, was fflr den Nachweis 
ausgenutzt werden kann. fflmliche Methoden sind zum Nachweis 
der anderen erfindungsgemSBen Verbindungen zuganglich. 

Wenn die Mikroorganismen in Gegenwart von 1!1-236B oder 
eines Derivats davon zur Erzeugung der erfindungsgemSBen 
Verbindungen geziichtet werden, werden die Kulturbedingun- 
gen und Kulturmedien unter Berflcksichtigung des spezlellen 
zu zuchtenden Mikroorganisous gewShlt. Da die Mikroorganis- 
merispezies, die zur Anwendung bei dem erfindungsgemSBen 
Verfahren bestimmt sind, gut bekannte Mikroorganismen dar- 
stellen, sind auch die Kulturbedingungen und Kulturmedien 
zur Anwendung fiir diese Mikroorganismen gut bekannt. 

Die erfindungsgemSBen Verbindungen kSnnen mit Hilfe iiblicher 
Methoden aus dem Reaktionsgemisch abgetrennt werden, bei- 
spielsweise durch Abfiltrieren der Mikroorganismenzellen 
(falls erforderlich) und anschlleBende Behandlung des ver- 
bleibenden Gemisches mit jeder beliebigen Kombination aus 
Diinnschichtchromatographie, SSulenchromatographie oder 
Hqchleistungs-Flussigkeitschromatographie. Die verschiedenen 
erfindungsgemSBen Verbindungen konnen, falls zwei oder mehrere 
gemeinsam hergestellt werden, im Verlauf eines oder mehrerer 
dieser chromatographischen Reinigungsstufen voneinander 
getrennt werden. 

ZusStzlich 2u den erfindungsgemSBen Verbindungen kann in 
einigen FSllen- auch eine Verbindung hergestellt werden, die 
von der Anmelderin als M-3 bezeichnet wurde und die unter 
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dem Namen 3'y5'-D£hyaroxy-<dihydro-ML-23^^^ bekannt ist. ^ 

Diese Verbindurig ' ist in der deutschen Patentaxmeldung : 

P 31 T6 066.2 mit dem Titel r^Hydronaphthalinderivate, , 

ihre Herstellung und Verwendiing" beschrieben. Auch diese \ 

Verbindung kann in gleicher Weise abgetrennt werden. 1 

Es wurde gefunden, dafl die erf indungsgemSfien Verbindungen ^ 
in Konzentrationen, die den iin Fall von ML-236B und gewis- 
sen anderen Shnlichen bekannten Verbindungen erf orderlichen 
Konzentrationen entsprechen oder in manchen PSllen in be- . 
deutend geringeren Konzentrationen eine 50 %ige Inhibieruh^ 
der Biosynthese von Cholesterin verursachen. Die inhibiereride 
Aktivitat der erfindungsgemaBen Verbindungen, angegeben aid 
Konzentration in ug/ml/ die *zu einer 50 %igen Inhibierung 
der Biosynthese von Cholesterin erforderlich ist (gemessen ; 
nach der Methode, die in "The Journal of Biological 
Chemistry, 234, 2835 (1959)" beschrieben is^ ist i 
wie folgt : I 



M-4-Methylester 


0,001 


M-4-Natriumsalz 


0,0008 


M-4-Lacton 


0,016 


IsoM-4 ' -Methylester 


0,007 


IsoM-4'-Lactdn 


0,013 


M-4' 


0,019 


M-4 '-Natriumsalz 


0,00049 


ML-236B 


0,01 



Die Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele wei- j 
ter veranschaulicht. j 

i 
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Beispiel 1 



20 500 ml-Sakaguchikolben, von den en jeder 100 ml eines 
Mediums der nachstehend beschriebenen Zusaromensetzung ent- 
hielt, warden mit Sporen von Absidia coer?ilea IFO 4423 
inokuliert. Die Kolben warden einer Schtittelkultur bei 
26*»C mit 120 AusschlSgen pro Minute wShrend 2 Tagen unter- 
worfen. Am Ende dieser Dauer wurde das Natriumsalz von 
ML-236B zu jedem der Kolben bis zu einer Endkonzentration 
von 0,05 % (Gewicht/Volumen) zugefUgt* Die zachtung wurde 
bei 26*^0 und 120 AusschlSgen pro Minute (Apm) weitere 5 Tage 
durchgefvihrt. 

Das Medium hatte folgende Zusammensetzung (in Gewicht/Volum-% ) 
Glucose 2>0 % 

MgS0^.7H20 * 

Pepton 0,1 % 

Maisquellfliissigkeit 0,2 % 
Hefeextrakt * 

ZnS04.7H20 0,001 % 

Leitungswasser »est auf 100' % 

(eingestellt auf pH 7,0) 

Nach Beendigung der Ziichtung wurde die Reaktionsf Itissigkeit 
f iltriert und der pH-Wert des Piltrats wurde mit Trif luor- 
essigsSure auf 3 eingestellt. Das gebildete Gemisch wurde 
mit 3 1 1-Anteilen &thylacetat extrahiert, wobei Extrakte 
mit einem Gehalt an M-4 erhalten wurde. Diese Verbindung 
zeigt einen Rf-Wert von 0,45 in der pttnnschichtchromatogra- 
phie (TLC) (Platte ; Merck Silicagel Art 5715; L5sungsmit- 
tel : Gemisch aus Benzol, Aceton und EssigsSure im Volumen- 
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verhaitnis 50 : 50 : 3). Die koniinierten Extrakte warden ' 
«it geskttigtem wassrige» Natriunchlorid gewaschen und : 
dann wurde eine katalytlsche Menge an Trlfluoressigsaure " 
2ur Lactonisierung zugesetzt. Das erhaltene Gemisch wurde ■ 
dam, mit einer i %ige„ (Gewlcht/Volumen) wSssrigen Losung i 
von Natriumbicarbonat gewaschen,. fiber wasserfreie» NatrW 
sulfat getrocknet und unter ver»lnderte« Druck zur Trockene 
exngedaznpft. Der Mckstand wurde der prMparatlven Flflssig. 
keitschro»atographie unterworfen, unter Anwendung von ^ 
Systa^ 500 Hilfe einer Prep -p;«.500/c,3-Haise, herge- 
stent von waters Assciates (Prep pak ist'L Waren^eichen^. 
Nach Reinigung »it eine» System a«s 55 %ig«n (Volun,en/Volu. 
»e„) wissrigem Methanol wurden 50,1 »g «-4-Lacton erhalten, 

M-4-Lacton hat folgende physikalische Eigenschaften. 

1) Kemmagnetisches Resonanzspektrum • ' 
Das NMR-Spektrum, das bei 60 MHz in Deuterochlorofonn ' 
unter Verwendung von Tetraaethylsilan als innerem standard ' 
™> wurde, ist in Pig. i der beigefiigten Zeichungen \ 

2) Dltraviolett-Absorptionsspektru» (LQsung in Methanol) ^ 
*nax"" •• 230; 236,7; 244,6. 

3) Infrarot-Absorptionsspektrua (fllissiger Film) 0 cm""' • , 
3400, 2950, 1725 

4) Dtonschichtchromatographie : 
TLC-Platte : Merck Silicagel Art 5717; 

Msungsmittel : Benzol Aceton. EssigsSure (Volumen- 
verhkltnis 50 : 50 : 3); 

Rf-Wert : 0,62 



Belsplel 2 



48 mg M-4-Lacton wurden unter Anwendung der gleichen Ver- 

cTZTT' "^^^^ ^^--"^-^ von 

Cunninghamella echinulata IFO 4445 hergestellt. 



136652/086]! 



- 47 - 

3122A99. 

•\ ..." ^ 

Beispiel 3 

30 rag M-4-Lacton warden unter Anwendung der gleichen Ver- 
fahrensweise wie in Beispiel 1, jedoch unter Verwendung von 
Streptomyces roseochromogenus NRRL 1233 hergestellt. 

Beispiel 4 

5 mg M-4-Lacton wurden unter Anwendung der gleichen Ver- 

f ahrensweise wie in Beispiel 1 , jedoch unter Verwendung von 
Syncejhalastrum racemosum IFO 4814 hergestellt- 

Bei spiel 5 

6 ing M-4-Lacton wurden unter Anwendung der gleichen Ver- 

f ahrensweise wie in Beispiel 1, jedoch unter Verwendung von 
Syncephalastrum racemosum IFO 4828 hergestellt, 

Beispiel 6 

20 500 ml-Sakaguchikolben, die jeweils 100 ml eines Mediums 
der nachstehend beschriebenen Zusamroensetzung enthielten, 
wurden rait Sporen von Absidia coerulea IFO 4423 angeimpft. 
Die Kolben wurden wShrend 2 Tagen einer Schttttelkultur 
mit 120 AusschlSgen pro Minute (120 ApM) bei 26*»C unterwor- 
fen. Nach Beendigung dieser Dauer wurde das Natriumsalz 
von ML-236B bis zu einer Endkonzentration von 0,05 % (Ge- 
wicht/Volumen) zu jedem der Kolben gegeben. Die ZUchtung 
wurde dann bei 120 ApM und 26*C weitere 5 Tage fortgesetzt. 

Das verwendete Medium hatte folgende Zusammensetzung (die 
Prozentangaben beziehen sijch auf Gewicht/Volumen) : 
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Glucose ' ' " 



2,0 I 
0,15 % 
0,15 % 
0,1 % 
0,1 % 
0,2 % 
0,1 % 



MgSO^.TH^O 

Pepton 

Maisguellfltissigkeit 
Hefeextrakt 
ZnSO^.THjO 
Leltiangswasser 



0,001 % 

Erg&izung au£ 100 % 



(eingestellt au£ pH 7^0) 



Nach Beendigung *der Zuchtung wurde die Reaktionsf liissig- 
keit filtriert und der pH-Wert des Filtrats wurde mit 
Trifluoressigsciure auf 3 eingestellt. Das erhaltene Ge- 
misch wurde mit 3 1 1-Anteilen von Xthylacetat extrahiert, 
wobei Extrakte mit einem Gehalt an IsoM-4' erhalten wurden.; 
Diese Verbindung hat in der Diinnschichtchromatographie ' 
(Platte : Merck Silicagel Art 5715? Losungsmittel : ein 
Gemisch aus Benzol, Aceton und Essigsaure im VolumverhSltnis 
50 : 50 : 3) einen Rf-Wert von 0,45. Der Extrakt wurde mit ^ 
einer gesMttigten wassrigen L5sung von Natriumchlorid ge- 
waschen und damn wurde eine Stherische L5sung von Diazo- 
methan zugesetzt. Das Gemisch wurde 30 Minuten stehen- 
gelassen und dann unter vermindertem Druck zur Trockene 
eingedampft. Der Rvickstand wurde auf eine Lobar-Kolonne 
(Merck Si 60, GrcSBe A) aufgegeben und gereinigt, wobei als 
Losungsmittelsystem ein Gemisch aus Benzol und Xthylacetat 
im Volumverhaltnis 1 : 1 verwendet wurde. Auf diese Weise 
wurden 200 mg einer IsoM-4'-Methylester-Fraktion erhalten. i 
Diese Fraktion wurde weiterhin an einer Lobar-Kolonne 
(Merck RP-8, Grofle A) unter Verwendung einer 35 %igen 
(Volumen/Volumen) wSssrigen Losung von Acetonitril als 
Elutionsroittel gereinigt, wobei 78 mg reiner IsoM-4'- 
Methylester erhalten wurden^ der folgende Eigenschaften 
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1) Kemmagnetisches Resonemzspektrum : 

Das NMR-Spektrum, das bei 100 MHz in Deuterochlorof orm 
unter Verwendung von Tetramethylsilan als inner em Standard 
gemessen wurder 1st in Fig. 2 der beigefugten Zeichnungen 
gezeigt. 

2) Massenspektnun : 

Die Messiing erfolgte (nach der Silylierung mit N,0-Bis- 
(trimethylsilyD-trifluoracetamid) mit Hilfe eines Massen- 

spektrometers Typ D-300 der Nippon Elektronics. 
M/e : 654 (M*^), 552, 462, 372, 272, 233, 231 

3) Ultraviolett-Absorptionsspektrum (L6sung in Methanol) 

M : 229, 234,8, 244,5 

max 

4) Infrarot-Absorptionsspektrum (flussiger Film) : 
Wie in Fig. 3 der beigefugten Zeichnungen gezeigt i 

5) Diinnschichtchromatographie : 
TLC-Platte : Merck Silicagel Art 5715; 
L5sungsmittel : Benzol und Aceton im VolumverhSltnis 

1 : 1r 

Rf-Wert : 0,88 

Nach der vorstehend beschriebenen Verf ahrensweise, jedoch 
durch Ersetzen von Diazomethan durch ein anderes geeignetes 
Diazoalkan ist es mBglich, andere Ester von IsoM-4' herzu- 
stellen. 

Beispiel 7 

Herstellung^von^IsbM^i^-LactOT 

Die in Beispiel 6 beschriebene Verf ahrensweise wurde bis 
einschlieBlich der Extraktion mit Sthylacetat unter Bildung 
von IsoM-4' enthaltenden Extrakten wiederholt. 
Die korobinierten Extrakte warden mit einer gesSttigten 
wSssrigen Ldsung von Natriumchlorid gewaschen und dann zur 
Trockene eingedampft, wobei das Lacton ale Produkt erhalfren 
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wurde. Der erhaltene Riickstand ■ wurde auf eine Lobar* j 
Koloime (Merck Si 60, GrSfle A) aufgegeben und unter Ver- 
wendung eines Gemlsches aus Benzol und £thylacetat iin ; 
Volumverhaitnis 1 : 1 als Losungsmittelsystem gereinigt, \ 
Dabei wurden 198 g IsoM-4'-Lacton erhalten. Dieses Produkt^ 
wurde unter Anwendung einer Lobar-Kolonne (Merck RP-8, ! 
GrSfie A) und Elution mit 35 %igem (Volumen/Voluimen) 
wSssrigem Acetonitril weiter gereinigt, wobei 82 nig reines . 
IsoM-4-Lacton mit folgenden Eigenschaften erhalten wurden ^ 

i 

1) Kermtiagnetisches Resonanzspektrum : 

Das bei 100 MHz in Deuterochloroform \ind unter Anwendung 
von Tetramethylsilan als innerem Standard gemessene NMR- 
Spektrum ist in Fig. 4 der beigefiigten Zeichnungen gezeigt. 

2) Ultraviolett-Absorptionsspektrum (Lbsung in Methanol) 

^«=.^ntt ; 229, 234,8, 244, 5 

max f 

3) Infrarot-Absorptionsspektrum (fliissiger Film) : > 
Wie in Fig. 5 der beigefGgten Zeichnungen dargestellt. 

Beispiel 8 

63 mg IsoM-4'-Ijacton wurden unter Anwendung der gleichen ■ 
Verfahrensweise wie in Beispiel 7, jedoch unter Verwendung 
von Cunninghamella echinulata IFO 4445 hergestellt. 

Beispiel 9 | 

24 mg IsoM-4'-Lacton wurden mit Hilfe der in Beispiel 7 be-: 
schriebenen Verfahrensweise hergestellt, als Mikroorganis- ; 
mus wurde jedoch Syncephalastrum racemosum IFO 4814 ver- 
wendet. 
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35 mg IsoM-4 '-Lacton wurden nach der gleichen Verfahrens- 
weise wie in Beispiel 7/ jedoch unter Verwendung von 
Syncephalosponun racemosum IPO 4828 hergestellt. 

Beispiel 11 

12. mg IsoM-4'-Lacton wurden nach der in Beispiel 7 beschrie- 
benen Verf ahrensweise hergestellt, wobei jedoch Strepto- 
myces roseochromogenus NRRL 1233 als Mikroorganismus ein- 
gesetzt wurde. 

Beispiel 12 

In einer kleinen Menge Aceton wurden 10 mg IsoM-4'-Lacton 
gelSst. 2u der Losting wurde eine aguivalente Menge an 
Natriumhydroxid gegeben und das Gemisch wurde 1 Sturide lang 
stehengelassen. Der pH-Wert des resultierenden Gemisches 
wurde mit 0,1 n Chlorwasserstof f sSure auf einen Wert von 
8,0 eingestellt. Das Aceton wurde dann abdestilliert und 
der Riickstand wurde auf eine XAD-20-Kolonne (etwa 20 ml) 
auf gegeben. Die Kolonne wurde mit destilliertem Wasser ge- 
waschen und dann mit 50 ml 50 %igem (Volumen/Volumen) 
wSssrigem Aceton gewaschen. Das Aceton wurde erneut ab- 
destilliert und der Riickstand wurde gef riergetrocknet, 
wobei 6 mg IsoM-4 '-Natriumsalz mit den nachstehenden 
charakteristischen Daten erhalten wurden : 

1) Ultraviolett-Absorptionsspektrum (LOsung in Methanol) 

^ nm : 229 (Schulter) , 235, 245 (Schulter) 
max » • 

2) Infrarot-Absorptionsspektrum (KBr) 0 cm"^ : 
3400, 2850, 1710, 1580 
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3) Diinnschichtchromatographie : 

TLC-Platte : Merc* Silicagel Art 571 5 j \ 
I,5sungsinittel : Gemisch aus Benzol, Aceton und Essig- 

sSure (VoliamverhSltnis 50 : 50 : 3) j i 

Rf-Wert : 0,45 

Beispiel 13 

20 SOOml-Sakaguchi-Kolben, die jeweils 100 ml eines 
Mediums der gleichen Zusammensetzung wie in Beispiel 1 
enthielten, wurden mit Sporen von Absidia coerulea 
IFO 4423 inokuliert. Die Kolben wurden 2 Tage lang einer 
Schiittelkultur bei 26*^0 mit 120 Ausschlagen pro Minute j 
unterworfen. Dann wurde das Natriumsalz von ML-236B jedem .? 
der Kolben bis zu einer endgiiltigen Konzentration von 
0,05 % (Gewicht/Volumen) zugefugt. Die Ziichtung wurde dann; 
weitere 5 Tage bei mit 120 A.p.M. fortgesetzt. \ 

Nach Beendigung der Ztichtung wurde die Reaktionsfltissig- 
keit filtriert und das Filtrat mit Trif luoressigsMure 
auf pH 3 eingestellt. Das erbaltene Gemisch wurde mit 
drei 1 1-Anteilen Xthylacetat extrahiert, wobei Extrakte 
gebildet wurden, die M-3, M-4 und IsoM-4' enthielten. 
Die beiden Substanzen M-4 und IsoM-4' zeigen in der Diinn- 
schichtchromatographie (Platte : Merck Silicagel Art 5715; • 
Losungsmittel : Gemisch aus Benzol, Aceton und EssigsSure 
im VolumenverhSltnis 50 : 50 : 3) einen Rf-Wert von 0,45. : 
Die kcmbinierten Extrakte wurden mit gesSttigter wassriger ; 
Natriumchloridiasung gewaschen, wonach eine Stherische 
Losung von Diazomethan zugesetzt wurde. Das Gemisch wurde 
30 Minuten stehengelassen und dann unter vermindertem 
Druck zur Trockene eingedampft. Der Riickstand wurde auf . 
eine Lobar-Kolonne (Merck Si 60, GrfiBe A) aufgegeben und • 
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die Reinigung erfolgte.unter towendm eines Gemisch s., 
aus Benzol und Xthylacetat iia VoliimenverhSltnis 1:1. 
Auf diese. Wei se warden eineFraktion, die I soM- 4 '-Methyl- 
ester enthielt und eine Fraktion, die M-4-Methylester ent- 
hielt, abgetrennt. Dabei wurden 185,3 mg der letzteren 
aktiven Fraktion erhalten, aus der 20 mg reiner M-4-Methyl- 
ester als f arbloses 01 durch Reinigung an einer Lobar- 
Kolonne (Merck RP-8, GrSBe A) unter Elution mit 35 %igem 
(Volumen/Volumen) wSssrigem Acetonitril erhalten wurden. 

M-4-Methylester zeigt folgende charakterische Daten : 

1) Kemmagnetisches Resonanzspektmam : 

Die Messung erfolgte bei 200 MHz in Deuterochloroform 

unter Verwendung von Tetramethylsilan als innerem Standard. 

ippm : 

0^88 (3H, Triplett, J = 1,3 Hz) j 
0,89 (3H, Duplett, J = 6,5 Hz)? 
1,12 {3H, Duplett, J = 6,8 Hz) j 
1,1 - 1,7 (10H, Multiplett); 
2,34 (1H, Sextuplett, J « 7Hz) ; 
2,3 - 2,5 (2H, Multiplett)? 
2,49 (2H, Duplett, J = 6,4 Hz)? 
2,58 (1H, Multiplett); 
3,72 (3H, Singulett)? 
3,78 (1H, Multiplett); 
4,25 (1H, Ouintuplett, J = 7 Hz); 
.4,4 (1H, Multiplett); 
5,42 (1H, Multiplett); 
5,56 (1H, Multiplett); 
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5,90 (1H, doppeltes Duplett, J = 9,8 und 5,6 Hz); 

5,99 (IH, Duplett, J = 9,8 Hz). i 

2) Massenspektrum : 

Die Messung erfolgte tnach der Sylilierungmit NrO-Bis- (tri- 
methylsilyD-trifluoracetamid) unter Anwendung eines Massenf- 
spektrometers Typ D-300 der Nippon Electronics. 

M/e : 654 (M*) , 552, 462, 372, 290, 272, 233, 231 

3) Ultraviolett-Absorptionsspektrum (Ldsung in Athanol) 

^rm I 230; 237,3; 246,4 
max 

4) Infrarot-Absorptionsspektrum (f Itlssiger Film) 0 cm" : 
3400, 2950, 1730 

5) Dttnnschichtchromatographie : 
TLC-Platte : Merck Silicagel Art 5715; 

Losungsmittel : Benzol und Aceton (VolumverhSltnis 1:1); 
Rf-Wert : 0,88 

Unter Anwendung der vorstehend beschriebenen Verf fidirens- 
weise, wobei jedoch Diazomethan durch ein anderes geeignetes 
Diazoalkan ersetzt wird, ist es mbglich, andere Ester von 
M-4 herzustellen. 

Beispiel 14 

Herstellung^der^Natriumsalze^vo 

Die in Beispiel 1 beschriebene Verfahrensweise vmrde 

bis einschliefllich der Filtration der Reaktionsfliissigkeit 

wiederholt, jedoch mit der AbSnderung, daB "^3.^0^ anstelle 

von K^^HPOj verwendet wurde. Das Filtrat vmrde dann an einer- 
2 4 

HP-20-Kolonne (hergestellt von Mitsubishi Chemical 
Industries) ad^orbiert, Nach dem Waschen der Kolonne mit 
Wasser wurden Fraktionen, die M-4-Natri\imsal2, IsoM-4'- 
Natriumsalz und M-3-Natriumsalz enthielten, mit 50 %igem 



- " ■ 3122A99 

(Vol/Vol) - w^ssrigem. Aceton eluiert* .Die ak.tiven 
Fraktionen wurden gefriergetrocknet, wobei 830 ml eines 
gefriergetrockneten Produkt-s erhalten wurde, welches 
dann durch wiederholte Hochleistxings-Fltlssigkeitschromato- 
graphie (Kolonne : Mikro Bondapak C^g? 40 %iges (Vol /Vol) 
Methanol, 1 nil/min) gereinigt wurde, wobei 32 mg 
Natriumsalz und 280 mg IsoM-4 '-Natriumsalz erhalten wurden. 

Die Eigenschaften des IsoM-4'-Natriumsalzes waren identisch 
mit denen des Produkts gemMB Beispiel 12, Die charak- 
teristischen Daten des M-4-Natriunisalzes sind nachstehend 
angegeben : 

1) Kemmagnetisches Resonanzspektrum : 

Die Messung erfolgte bei 200 MHz in Deuteromethanol unter 
Verwendung von Tetramethylsilan als innerem Standard. 



cf ppm 








0,91 


{3H, 


Triplett, J = 7,5 Hz); 




0,92 


(3H, 


Duplett, J = 7 Hz) ? 




1,12 


(3H, 


Duplett, J = 7 Hz) ; 




1,1 - 


1r8 


(10H, Multiplett); 




2,25 


(1H, 


doppeltes Duplett, J = 


15 und 7,6 Hz) ; 


2,34 


(1H, 


doppeltes Duplett, J = 


15 und 5,5 Hz); 


2,2 - 


2,4 


(3H, Multiplett)f 




2,48 


(1H, 


Multiplett) ; 




3,68 


(1H, 


Multiplett) ; 




4,07 


(1H, 


Multiplett) ; 




4,28 


(1H, 


Multiplett) ; 




5,36 


(1H, 


Multiplett); ' 
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5,48 (1H, doppeltes Duplett, J » 3 und 2 Hz) ; ; 

5,88 (1H, doppeltes Duplett, J = 9,6 vmd 5,3 Hz)? \ 

\ 

5,98 (1H, Duplett, J = 9,8 Hz). 

2) Oltraviolett-Absorptionsspektnm (LSsung in Methanol) | 
\.,«.n» 5 230,0} 237, 2» 245,0 ; 

3) Infrarot-Absorptionsspektrum (KBr) n? cm"^ : 
3400, 2900, 1725, 1580 

4) Diinnschichtchromatographie : 

TLC-Platte : Merck Silicagel Art 5715; i 
Losungsmittel : Benzol, Aceton und Essigsaure (Volumver- 
haitnis 50 : 50 : 3); 

Rf-Wert : 0,45 

'i 

Beispiel 15 \ 

Unter Anwendung der gleichen Verfahrensweise wie in J 
Beispiel 13, jedoch mit Hilfe von Cunninghamella echinulatai 
IFO 4445, wurden 18 rag M-4-Methylester hergestellt. 

Beispiel 16 

33 ing M-4-Methylester wurden unter Anwendung der gleichen 
Verfahrensweise wie in Beispiel 13^ jedoch unter Verwendun^ 
von Streptomyces roseochromogenus NRRL 1233 hergestellt. 

Beispiel 17 

12 mg M-4-Methylester wurden unter Anwendung der gleichen i 
Verfahrensweise wie in Beispiel 13, jedoch unter Verwenduncq 
von Syncephalastrum racemosuxn IFO 4814 hergestellt. 
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16 ing •M-4-Methylester"" wVd^h Uiitfer AiiWferiduhg der gleichen 
Verfahrensweise^Wiff ln Beispiel-t3; 'jedoch unter Verwendung 
von Syncephalastriim racemosun IFO 4828 als Mikroorganismus 
hergestellt. 

" Beisplel 19 

3SE§tellung_Yon_M;4-Meth2lester 

An ffinf mannliche Beagles mit einem Durchschnittsgewicht 
von 10 kg wurde ML-236B in einer Dosis von 200 mg/kg/Tag 
verabreicht und der Drln der Hunde wurde 3 Tage lang 
gesairanelt. 3 1 des gesaimnelten Drins wurden durch eine 
500 ml-XAD-2-Kolonne geleitet und diese mit 500 nl 50 %igein 
(Vol/Vol) wassrigen Aceton eluiert, Nach dem Abdestillieren 
des Acetons unter vennindertem Druck wurde der pH-Wert 
der verbleibenden Fliissigkeit durch Zusatz von Trifluor- 
essigsSure auf 3 eingestellt. Das Gemisch wurde dann 3 mal 
mit jewells 1 1 Xthylacetat extrahiert, wobei M-4 erhalten 
wurde. Diese Verbindung zeigt bei der Diinnschichtchromato- 
graphie <TLC-Platte : Silicagel Art 5715 der Merck und Co., 
Inc. J Losungsmittel : Gemisch aus Benzol, Aceton und Essig- 
; saure, VolumverhHltnis 50 : 50 : 3) einen Rf-Wert von 0,45. 

Der Extrakt wurde mit einer gesSttigten wtssrigen LBsung 
von Natriumchlorid gewaschen und nach der Zugabe einer 
I atherischen L5sung von Diazomethan 30 Hinuten lang stehen- 

i gelassen. Er wurde dann unter vennindertem Druck zur 

J Trockene eingedampft. Der Ruckstand wurde in 10 ml einer 

I 55 %igen (Vol/Vol) wBssrigen Methanollosung gelost und durch 

i einen Kolonnenchromatograph (Produkt der Merck und Co. , Inc. 

RP-8, Gr5Be B) geleitet. Nach dem Durchleiten von 200 ml 
. einer 55 %igen (Vol/Vol) wSssrigen MethanollBsung wurde 

I die Kolonne mit -einer 60 %igen (Vol/Vol) wassrigen Methanol- 

I ISsung eluiert. Die ersten 240 ml des Eluats wurden verworfen 

[ und die nSchsten 120 ml wurden aufgefangen. Diese Praktion 
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wurde zur Trockene eingedampft und der Riickstand wurde < 
in 2,5 ffil.einer 65 %igen (Vol/Vol) wSssrigen Methanoliesung 
gelCst und durch Hochleistungs-Fltissigkeitschromatographie ' 
(JASCO-Trirotar, Kolonne : n-Bondapak C^g) gereinigt. j 
Der Anteil, der den vierten Peak zeigte, wurde abgetrennt j 
und das Losungsmittel wurde abdestllliertr wobei M-4- \ 
Methylester als farbloses 01 mit den in Beispiel 13 ge- i 
zeigten Eigenschaften erhalten wurde. Es wurden 4 mg des 
gewtinschten Produkts erhalten. 



Beispiel 20 
Herstellun3_von_M-4 

In diesem Beispiel wurde homogenisierte Kaninchenleber 
angewendet, um M-4 aus ML-236B zu erhalten. 

(a) Enzyml5sung 

Drei Volumteile einer 1,15 % (Gew/Vol) Kaliumchlorid und 
10 inM Phosphat enthaltenden Pufferlosung (pH 7,4) wurden 
zu einem Volumteil Keminchenleber gegeben und das Gemisch 
wurde homogenisiert. Das homogenisierte Gemisch wurde dann 
20 Minuten bei 9000 G zentrifugiert und die iiberstehende 
Fraktion wurde als Enzyml6sung entnommen. 

(b) Ldsunq des Cofaktors 

Nicotinamid-adenin-dinucleotidphosphat 
(Beta-Typ) in der reduzierten Form 

(NADPH) 3 mg 

MgClj-LOsung (508 mg/10 ml) 0,1 ml 

1,15 % (Gew/Vol) KCl"L6sung 0,3 ml 

0,2 m Phosphatpiifferlosung (pH 7,4) 0,6 ml 

Die vorstehenden Substanzen wurden bis zu einem Gesamtvolu- 
men von 1 ml vermischt, um die Cofaktor-LGsung zu erhalten.. 
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(c) ReaktionslSsuno 

nllTt . r ^'^or-^^s^ 2 .1 einer .etha- 

Endkon.entratxon an ML-236B von 1 erhalten wurde. Die 
resultxerende L5sung wurde 30 Minuten bei 37-C geschCittelt. 

IZZIT.IT"' ^^^'^^^-^^-^-^ 5«^il«iet und wurde durch . 
Bunnschichtchro»atogra£*ie (unter den gleichen Bedingungen 
wie in Beispiel 19) identifiziert. 

Beispiel 21 

5Hstellu52_von_M;4;Natriufflsal2 

2 »g «-4-Methylester warden in i „i einer 0,1 n wissrigen 

^ C hydrolysxert. Das Reaktionsgemisch wurde dann r^t 1 „1 
^lorofor^ gewaschen und die erhaltene wMssrige Phase wurde 
21. " "^''^""'^^"^^""saure auf pH 8 eingestellt und 
dann durch eine x;a>-2-Kolonne (etwa 5 „1, geleitet. Die 
Kolonne wurde .it 20 :al destilliertem Wasser gewaschen und 
das gewunschte Product wurde »it 15 50 %ige„ (vol/Vol) 

wurde best^tigt, daB der Kiickstand einen einzigen Peak er- 
gab (Retensionszeit 13 Minuten, Elution »it 40 %igem (Vol/ 
vol) w.ssrxger„ Methanol „at 1 „l/^„, . ^er Rtickstand wurde 

^L''. I!''"''"''' «-^-«-Salz erhalten 

wurde das die gleichen Bigenschaften wie das Produkt des 
Bei spiels 14 zeigte. 

Beispiel 22 

§t££teUHaa.YonjM-4;MethYlester 

20 SOOal-Erlenmeyer-Kolben, die jeweils 100 al el^es 
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Mediums der nachsteh nd ang gebenen Zusaininensetzung ent- 
hielten, wurden j weils mit Sporen von Mucor hiemalis 
f. hiemalis IFO-5834 inokuliert. Das Inokulum wurde einer , 
iSchiittelkultur bei 26 und 220 AusschlSgen pro Minuten 
unterworfen. Nach 4 Tagen wurde ML-236B bis zu einer End- i 
konzentration von 0,05 % (Gew/Vol) zugefugt und die ZUch- 
tung erfolgte bei 26*C und 220 A.p.M. wahrend weiterer 
6 Tage. 

Das Medium hatte folgende Zusammensetzung (Prozentangaben ; 
in Gew/Vol) : 

Glucose 1,0 % 

Pepton 0,2 % 

Fleischextrakt . 0,1 % 
Hefeextrakt 0,1 % 

MaisguellflUssigkeit 0,3 % 

Leitungswasser Erganzung auf 100 % 

(pH nicht eingestellt) . 

Nach Beendigung der Ziichtung wurde das Filtrat mit Tri- 
fluoressigsaure auf einen pH-Wert von 3 eingestellt. Das 
Gemisch wurde dann 3 mal mit jeweils 100 ml JLthylacetat 
extrahiert. Dabei wurde eine M-4 enthaltende Fraktion er- 
halten. M-4 zeigt einen Rf-Wert von 0,45 bei der Diinnschicht- 
chromatographie (Platte : Merck Silicagel Art 5715; L5- 
sungsmittel : Gemisch aus Benzol, Aceton und Essigsaure 
im Volumverhaitnis 50 : 50 : 3), Die Umwandlungsrate be- 
trug 90 %. Dieser Extrakt wurde mit einer gesSttigten 
wSssrigen Ldsung von Natriumchlorid gewaschen, wonach eine 
atherische LSsung von Diazomethan zugesetzt wurde. Das er- 
haltene Gemisch wurde 30 Minuten stehengelassen und dann 
unter vermindertem Druck zur Trockene eingedampft . Der 
Riickstand wurde auf eine Lobar-Kolonne aufgegeben (Merck 
Si 60, GrOBe A) und mit einem Gemisch aus Benzol und Xthyl-^ 
acetat im VolumverhSltnis 1 : 1 gereinigt. Auf diese Weise 
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wurden etwa 600 tag M-4-Methylester erhalten, der die 
gleichen Eigenschaften wie das Produkt des Belspiels 13 
hatte. • " • ' ' 

Beispiel 23 • - 

Die in .Beispiel 22 beschriebene Verfahrensweise wurde bis 

und einschlieBlich der Stufe der WSsche der drei Xthyl- 
acetatextrakte mit einer gesSttigten wSssrigen Lbsung von 
Natriumchlorid wiederholt. Die gebildete L5sung wurde 
dann zur Trockene eingedampf t , wobei das Lacton als Pro- 
dukt erhalten wurde. Das Produkt wurde aus Jithylacetat um- 
kristallisiert, wobei etwa 560 mg (56 %) M-4-'Lacton erhalten 
wurden, das die gleichen Eigenschaften wie das Produkt des 
Bei spiels 1 ?eigte. 

Beispiel 24 

Die in Beispiel 22 beschriebene Verfahrensweise wurde 
wiederholt, wobei 1,9 1 des Filtrats aus der Dmwandlungs- 
reaktion erhalten wurden. Das Filtrat wurde 3 mal mit 
jeweils 1 1 ilthylacetat extrahiert, wobei M-4 enthaltende 
Fraktionen gebildet wurden. Diese Praktionen wurden unmittel- 
bar in eine 5 %ige (Gew/Vol) wSssrige LOsung von Natrium- 
bicarbonat iiberftihrt, wobei eine Fraktion gebildet wurde, 
die das M-4-Natriumsalz enthielt. Die M-4-Natriumsalz ent- 
haltende Fraktion wurde mit 2 n Chlorwasserstof f sSure auf 
einen pH-Wert von 7,0 eingestellt und an einer HP-20- 
Kolonne (hergestellt von Mitsubishi Chemical Industries) 
adsorbiert. Durch Waschen mit Wasser und Elution mit 50 %igem 
(Vol/Vol) wassrigem Acetori wurde eine^das M-4-Natriumsalz 
enthaltende Fraktion erhalten, aus der dann 570 mg (52 %) 
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I 

i 

eines gefriergetrockn ten Produkts hergestellt warden, j 
das die in Beispiel 14 beschriebenen charakteristischen ] 
Eigenschaften zeigte. . - : 

i 

Beispiel 25 j 

Die in Beispiel 22 beschriebene Verf ahrensweise wurde 
wiederholtr mit der AbSnderung, dafi die nachstehend 
angegebenen Mikroorganismen verwendet warden. Die Dmwand- ' 
lung in M-4 ist durch die daneben angezeigten Abkiirzungen ; 
angegeben : • 

Mikroorganismus Umwandlung in M-4 



Maeor 


Memalis 


f. 


laemalis IK)-5303 


44 


Mucor 


hiemalis 


f. 


hiemalis IFO-8567 


+4 


Hacor 


hiemalis 


f . 


hiemalis IK)-8449 


+4 


Kacor 


hiemalis 


f. 


hiemalis IID-84'(8 


+4 


Ifocor 


hiemalis 


f . 


hiemalis IFO-8565 


+4 


Kaoor 


hiemalis 


f. 


hiemalis CBS-II7.O8 


+4 


Mixcor 


hiemalis 


f. 


hiemalis OBS-i09«19 


+4 


Mieor 


hiemalis 


f. 


hiemalis GBS-200.28 


44 


JSacoT 


hiemalis 


.f.. 


hiemalis CBS-242-35 - 


- -.:^4 


Ifiicor 


hiemsilis 


f . 


hiemalis CTS-110.i9 


+4 


nucor 


hiemalis £• 


hiemalis 0BS-20l'.65 


44 
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^^£0T bacilliformifi MEEIr.2346 
.WS£0^ circinellQid^.: f ; pipeiaelloid^^ 

ter circinelloid^fi f . circinelloidefi 

Mucor hiemalis f . corticolus HHHL-m73 

^£0T dimorphosp oTOg IFO-4556 

Miicor fragilis CBS*256.35 

J^^cor genevensis IPO-4585 

^oor globosus MBL'12^7i^ 

jjucor circinelloiriP. griseo-cyaDUfi 

IFO-4563 

I?S£OE heterosp oTTiR BHEL-3154 

I5i£2E spinescens IAM-6O71 

Mucor chinensis IPO-4-772 

BhizoDus circinans A!PCC-1225 

Shizoms arrhizus lfPCC-11145 

Zygorynchus moelleri IPO-4833 

Circinella muscae lPO-4457 

Circinella rigida HEBIr-2341 

Circinella mbellata MIffiL-1713 

Circinella ymbellata IFO-4452 
Circinella umbellata- : IK)-5842. 
Actinomucor elegans ArcC-6^76 
Haycomyces blakesleeanug HBEIi-12475 
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Spuren 
Spuren 

■ +1. 

+1 
Spuren 

Spuren 

+1 

+1 
Spuren 

+1 

Spuren 
Spuren 
Spuren 

+1 

+1 

+1 

+1 
Spuren 

+1. 

+1 

+1 

+1 
Spuren 
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Martierella isabellina IK)-6739 spuren 
GonRTonella butleii IK)-8080 +i 
Rrcnoponis coccineus HEEir-12'!i.76 +3 
Bhizoctonia solani mEEL-12477 +2 

Die Abkarzungen. welche die Dmwandlung in M-4 angeben, 
haben folgende Bedeutung : 

Spuren « o,5 % oder weniger 

+1 = 0,5 - 5 % 

*2 = 5,0 - 10,0 % 

*3 = 10,0 - 30,0 % 

* 70,0 - 90,0 % 

Beispiel 26 

20 500 ml-Sakaguchi-Kolben, die jeweils 100 ml eines Mediums 
der in Beispiel 22 beschriebenen Zusainmensetzung enthielten, 
wurden mit Sporen von Circinella muscae IPO-4457 inokuliert. 
Das inokulum wurde einer SchQttelkultur bei 26»c mit 120 A.p.M. 
unterworfen. Nach 4 Tagen wurde ML-236B bis zu einer Endkon- 
zentration von 0,05 % (Gew/Vol) zugefugt und die Zfichtung 
wurde weitere 6 Tage bei 26»C und 120 A.p.M. vorgenoinmen. 

Nach Beendigung der ZQchtung wurde das Reaktionsgemisch der 
Dmwandlung filtriert und das Filtrat wurde mit Trif luor- 
essigsaure auf einen pH-Wert von 3,0 eingestellt. Das Gemisch 
wurde dann 3 roal jeweils mit 1 1 Xthylacetat extrahiert, wobei 
eine I50M-4' enthaltende Fraktion erhalten wurde. Dieser Ex- 
trakt wurde mit einer gesSttigten wMssrigen L5sung von 
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' ^ ' 3,12249.9 

Beispiel 27 

5?£stellun2_vgn_M;4:-Lacton 

20 500 ^l-Erlenmeyer-Kolben, die jeweils 100 ml elnes 
h e r^'"^^"' zusa^nenset^ung 

emer Scnottelkultur bei 26 °C und 220 a r. m 

von 0,05 I ("loD " HndJconzentration 

(Prozentangaben in Gw/Vol) : 



ben in Ge\7/Vol) : 

Glucose 
Pepton 

Fleischextrakt 
Hefeextrakt 

MaisquellflCissigkeit 



1 % 
0,2 % 

0,1 % 
0,1 % 
0,3 % 



(pH nicht eingestellt) 
ewe enth»lte„de Fraktion gebUdet 
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wurde, die in der DOnnschichtchromatographie (Platte • 
Merck Silicagel Art 5715; LSsungsmittel : Gemisch aus 
Benzol, Aceton und EssigsSure im Volumverhaltnis 50 : 50 -l) 
einen Rf-Wert von 0,46 zeigte. Dieser Extrakt wurde ait 
einer gesSttigten wSssrigen. Natriu™chlorid26sung gewaschen, 
Ober wasserfreiem Natriu^sulfat getrocknet und durch Zugabe 
exner katalytischen Menge Trifluoressigsfiure lactonlsiert. 
Das gebUdete Gemisch wurde dann «it einer 5 %igen (Gew/Vol) 
w.ssr.gen L5sung von Natriumbicarbonat gewaschen, mit was- 
serfreiem Natriumsulfat entwSssert und zur Trockene eingei 
dampft. Der RUckstand wurde aus Jithylacetat umkristalli- 
siert, wobei etwa 180 »g M-4'-Lacton erhalten wurden, das 
folgende physikalische Eigenschaften zeigte : 

1) Kemmagnetisches Resonanzspektrum • 

G^essen in • Deuterochlorof oxb bei 100 MHz unter Verwendung 

von Tetramethylsilan als innerem standard. 

6ppa : 

6»01 (1H, Duplett)} 
5,90 (ifl, Quadruplett) f 
5,75 (1H, Multiplett)} 
5,50 (IH, Multiplett); 
4 #60 (IH, Multiplett); 
4,25 (IH, Multiplett). 

2) Oltraviolett-Absorptionsspektrum (Methanol) X nan ■ 

230, 237, 245 ""^^ * ? 

3) Infrarot-Absorptionsspektrum (KBr) \? cbT'' ; 

3500, 1720 

4) Massenspektfum : 

M/e : 406 (M*) , 304,' 286 

5) Optische Drehung : 

[a]25 = +310,9- (c = 0,66, Methanol) 
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0 Sclunelzpunkt : 

141 - 14i 'C 

7) Eleinentaranalyse : 

Berechnet : C: 67,95 i; H: 8,43 % 
Gefunden : C: 68.05 %; H: 8,37 % 

8) Dunnschichtchromatographie : 

TLC-Platte : Merck Silicagel Art 5715 
L6sungsinittel : Benzol/Aceton (Volumverhaitnis 1 
Rf-Wert : o,64 

Beispiel 28 

9sntellun2_von_M:;4^-Natriu5sa^^ 

Unter Nacharbeitung im wesentlichen des gleichen Zuchtungs- 
verfahrens wie in Beispiel 27 wurde ein Urawandlungsreaktions 
gemisch hergestellt. 

Nach Beendigung der Ztichtung wurde das durch die Dmwand- 
lung erhaltene Reaktionsgemisch filtriert und der pH-Wert 
des Filtrats wurde mit TrifluoressigsSure auf einen Wert 
von 3 eingestellt. Das Filtrat wurde dann 3 mal ™it jeweils 
1 1 Xthylacetat extrahiert, wobei eine M-4' enthaltende 
Fraktion gebildet wurde, die mit einer gesSttigten wassrigen 
Losung von Natrimnchlorid gewaschen und unmttelbar danach 
in eine 5 lige (Gew/Vol) wassrige L5sung von Natriumbicar- 
bonat gegeben wurde. Auf diese Weise wurde eine das M-4'- 
Natriunsalz enthaltende Fraktion gebildet. Die so erhaltene 
wassrige Schicht wurde mit 0,1 n Chlorwasserstoff sSure auf 
PH 8,0 eingestellt und an einer Diaion HP 20-Har2-Kolonne 
(Produkt der Mitsubishi Chemical Industries) adsorbiert. 
Die Elution erfolgte mit 50 Sigem (Vol/Vol) wassrigem 
Aceton. Das Aceton wurde abdestilliert und der Ruckstand 
wurde gefriergetrock,.et, wobei 1,41 g M-4' -Natriums alz 
rait den nachstehenden physikalischen Eigenschaf ten erhalten 
wurden : 
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1) Kerumagnetisches Resonanzspektrum • 

TIT »>ei 60 MHZ unter Verwendung 

von Tetra^ethylsilan als innerem Standard. 

cT ppm : 

6/00 (1H, Duplett)? 
5/95 (1H, Quadmplett); 
5»70 (1H, breites Singulett); 
5,50 (1H, breites Singulett). 

2) Oltraviolett-AbsorptionsspektruB (Methanol) I nm • 

230, 238, 246 ^max"" ' 

3) Infrarot-Absorptionsspektrum (KBr) ;?ciii-'' • 

3400, 2900, 1680 

Beispiel 29 

5erstellung_vgn J5-4:;Methjjlester 

PH ».« von 3 .^,«tellt. E, «.rae aa,„ 3 .,1 Je^us 
h.nge a«e» ^ a™ »ter v.n.i„aert» Drue. .„r T^IcTene 
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^-Entwicklj^«gsl6Bungsmittel gereinigt. ■ Auf diese' Wei>se wurden 
...aSP^zng M.4^.Methylester als farblose Sllge Substanz erhaHcn 
,^,.welche die nachstehenden Eigenschaften zeigte : 

1) Kernmagnetisches Resonanzspektrum : 

Gemessen in Deuterochloroforn. bei 60 MHz unter Verwendung 

von Tetranethylsilan als innerem Standard. 

<5"ppin : 

6f01 Duplett); 

5,90 (1H, Quadrxiplett) ; 

5/75 (1H, breites Singulett) ; 

5/50 (1H, breites Singulett); 

3/70 (3H, Singulett). 

2) Ultraviolett-Absorptionsspe)ctruin (Methanol)P, nm • 

230, 238, 246 

3) Infrarot-Absorptionsspektrum (fltissiger Film) cm''' • 

3400, 1730 

4) Massenanalyse : 

Die Messung erfolgte nach der Silylierung «it N,0-Bis- 
(trii„ethylsilyl,-trifluoraceta«,id unter Anwendung eines 
Massenspektrometers Typ D-300 der Nippon Electronics. 
M/e : 654 (M*) 



1S0052/-086fl 



DEA-13 575 



3122A99 



Fig 3 
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Leerseite 
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Fig 5 
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